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A Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica- DPOC é definida como uma doença respiratória 
inflamatória, causada principalmente pela exposição à fumaça de cigarro, caracterizada pela 
progressão e incompleta reversibilidade da obstrução das vias aéreas. O objetivo desta 
pesquisa foi quantificar o Índice de Dano ao DNA em portadores de DPOC e controles. Estudo do 
tipo caso-controle avaliou 43 portadores de DPOC e 50 controles emparelhados por gênero, 
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idade e índice de massa corporal (IMC). Foi utilizado sangue periférico para realizar o ensaio 
cometa nas versões alcalino (pH> 13) e neutro (pH ~ 8,5). Avaliação de danos no DNA 
usando o ensaio cometa na versão alcalina revelou um maior Índice de Dano ao DNA em 
portadores de DPOC quando comparados aos controles (ID 40,12+26,17 vs ID 26,28+28,12, 
p=0,03). Na versão Neutra do teste também é possível observar maior Índice de Dano nos 
casos do que em controles (ID 52,88+32,38 vs ID 38,12+38,17, p=0,018), indicando a 
presença de quebras duplas, devido a inflamação persistente. Dados preliminares mostram 
que os portadores de DPOC têm maior índice de dano no DNA do que controles, reforçando 
assim a necessidade de compreender melhor os mecanismos pelos quais isso acontece no 
processo da doença. 
 
Palavras-chave: DPOC. DNA. Ensaio Cometa.  
 
ABSTRACT 
Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is defined as an inflammatory respiratory 
disease, mainly caused by exposure to cigarette smoke, characterized by the incomplete 
progression and reversibility of airway obstruction. The objective of this research was to 
quantify the DNA Damage Index in patients with COPD and controls. Study of case-control 
evaluated 43 patients with COPD and 50 controls matched by gender, age and body mass 
index (BMI). Peripheral blood was used to perform the comet assay versions alkaline (pH> 
13) and neutral (pH ~ 8.5). Assessment of DNA damage using the comet assay in alkaline 
version showed a higher index of DNA damage in COPD patients compared to controls (ID 
40.12 ID 26.28 +26.17 vs +28.12, p = 0 , 03). In the Neutral version of the test is also possible 
to observe higher Damage Index in cases than in controls (ID 52.88 ID 38.12 +32.38 vs 
+38.17, p = 0.018) indicating the presence of double breaks, due to persistent inflammation. 
Preliminary data show that patients with COPD have a higher rate of DNA damage than 
controls, thus reinforcing the need to better understand the mechanisms by which this 
happens in the disease process. 
 





A Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) está associada com uma resposta 
inflamatória anormal dos pulmões a partículas nocivas ou gases. As alterações decorrentes 
desta inflamação são progressivas e irreversíveis, destruindo os alvéolos e diminuindo a 
capacidade respiratória, ocasionando colapso expiratório (GOLD, 2009; ROCHA, 2005). A 
origem das alterações na mecânica pulmonar é devido à obstrução brônquica, que leva a um 
deslocamento do ponto de igual pressão para as vias aéreas que não possuem cartilagens, 
favorecendo o aprisionamento de ar (OLIVEIRA et al., 2000, GOLD, 2011). 
 A Organização Mundial de Saúde- OMS considera a DPOC uma epidemia, prevendo a 
sua eclosão no ano de 2020, quando poderá então se tornar a 3ª maior causa de 
mortalidade e a 5ª doença em prevalência (COSTA, RUFINO, LAPA E SILVA, 2009). O 
diagnóstico funcional da DPOC é confirmado através da relação do volume expiratório 
forçado no primeiro segundo com a capacidade vital forçada após a inalação de 
broncodilatadores (VEF1 /CVF <0.70). A limitação do fluxo aéreo deve ser mantida em curvas 
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 repetidas e o diagnóstico não depende da presença de sintomas (BITTENCOURT, 2010; 
GOLD, 2011).  
O processo inflamatório que há na DPOC tem como causa os elementos tóxicos da 
fumaça do cigarro. Esses gases desencadeiam alterações estruturais que predominam nas 
vias aéreas menores que 2 mm. A agressão dessas estruturas provoca um processo 
inflamatório que tem além da presença de macrófagos, linfócitos e neutrófilos, a 
participação de células estruturais (epiteliais musculares e fibroblastos).  A interação entre 
macrófagos e linfócitos, especialmente CD8+, tem sido associada com a patogênese da 
DPOC. A liberação das células recrutadas e do estresse oxidativo leva a um desequilíbrio dos 
mecanismos de defesa pulmonar que inicialmente é temporário. Porém, a permanência 
desse desequilíbrio é uma das chaves para a fisiopatogenia da doença (COSTA, RUFINO, 
LAPA E SILVA, 2009). A principal causa para o desenvolvimento da DPOC é o tabagismo, 
porém não é a única. A poluição ambiental, a exposição a químicos, a fumaça inalada, o 
tabagismo passivo, as infecções virais e bacterianas, e problemas respiratórios na infância 
também são fatores de risco que devem ser considerados. Fatores individuais devem ser 
incluídos como a deficiência de alfa-1-antitripsina, a deficiência da glutationa transferase, a 
hiperresponsividade brônquica, a desnutrição e a prematuridade (YAKSIC et al., 2003). A 
fumaça do cigarro é uma mistura complexa com mais de 4700 componentes químicos, com 
radicais livres (RL) e outros oxidantes presentes em altas concentrações. Entretanto, estudos 
têm mostrado forte evidência de associação entre o tabaco e doenças respiratórias, 
principalmente câncer de pulmão (CEYLAN et al., 2006; BERWICK;VINEIS, 2005). 
Apesar de o tabagismo ser o maior fator de risco para o desenvolvimento da DPOC, um fato 
interessante é que nem todos os tabagistas desenvolvem a doença, sugerindo que fatores genéticos 
podem modificar o risco individual. Desta forma, é possível observar que fumantes passivos 
desenvolvem a doença enquanto fumantes pesados não (TORRES; GODOY, 2004). O estresse 
oxidativo tem participação muito importante na fisiopatogenia da DPOC. O excesso de oxidantes ou a 
capacidade antioxidante reduzida do organismo são os principais geradores do estresse (DAHL et al., 
2008).  
Estudos demonstram que as espécies reativas de oxigênio (ERO) estão envolvidas nas 
doenças pulmonares, dentre elas a DPOC (MATSUBARA; FERREIRA, 1997; FUCHS et al, 2010). 
As moléculas reativas do oxigênio podem atuar aumentando a secreção de muco e a 
permeabilidade da membrana capilar, levando a broncoconstrição, bem como o 
recrutamento neutrofílico (PETTERSEN et al, 2002). O estresse oxidativo é definido como um 
desequilíbrio de EROs e os antioxidantes presentes no organismo que funcionam como 
sistema de defesa (PAGLIUSO et al, 2006). Estes podem causar danos e até morte celular, 
estando envolvidas em processos de envelhecimento, câncer, lesões por radiação, danos 
celulares, fenômenos inflamatórios e, também, com o exercício físico (PEIXOTO, 1999; 
MARÇAL, 2001).  
O desequilíbrio redox resulta em sérias consequências a diferentes componentes celulares, 
tais como peroxidação de lipídeos de membrana, oxidação de proteínas e danos no DNA, que 
quando não são corretamente reparados, podem iniciar e promover a carcinogênese. Além disso, 
tem sido demonstrado que a DPOC é um predisponente para o desenvolvimento de câncer de 
pulmão através de vários mecanismos incluindo estresse oxidativo e processos mediados por ele, 
como inflamação e alteração da integridade genômica (CEYLAN et al., 2006). Neste sentido, o 








2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Este foi um estudo do tipo caso-controle, sendo o grupo caso composto por indivíduos 
portadores de DPOC e o grupo controle por indivíduos hígidos e com função pulmonar 
preservada. A amostragem do grupo caso foi de conveniência, caracterizada por sujeitos 
portadores de DPOC, da região de Santa Cruz do Sul, do programa de Reabilitação 
Cardiorrespiratória e Metabólica e suas Interfaces da UNISC, que ocorre periodicamente no 
Hospital Santa Cruz. Os controles foram selecionados a partir dos casos, entre familiares e 
conhecidos, bem como grupos de terceira idade que frequentam atividades de 
hidroginástica na UNISC, assim como integrantes da Associação de Aposentados de Santa 
Cruz do Sul (APOPESC), desde que atendidos os critérios de emparelhamento definidos como 
idade, gênero e índice de massa corporal (IMC). O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 
e Pesquisa da Universidade de Santa Cruz do Sul sob protocolo nº 2011/08. Todos os 
indivíduos responderam a um Questionário de Saúde Pessoal e assinaram o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes da entrevista. A caracterização da Função 
Pulmonar foi realizada conforme a American Thoracic Society-ATS (1995).  
 
2.1 Avaliação de danos ao DNA pelo ensaio cometa 
 
O ensaio cometa foi realizado nas versões alcalina e neutra como descrito por Singh e 
colaboradores (2000). Essa é uma técnica simples, rápida e sensível para medir quebra e 
reparo no DNA de células individualizadas, e tem sido usada para vários estudos para 
investigar o efeito de EROs no DNA (DUSINSKA; COLLINS, 2008). Uma suspensão de 100 µL 
de agarose de baixo ponto de fusão (0,7%) e 5 µL de sangue foi colocada em lâminas 
previamente pré cobertas com agarose (1,5%). Uma lamínula foi colocada na lâmina e 
acondicionada a 4°C por 10 minutos, para que a agarose solidificasse. Depois disso, a 
lamínula foi gentilmente retirada, e a lâmina colocada em solução de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 
100mM, 10 mM Tris, pH 10,2, para a qual 1% Triton X-100 e 10% DMSO). Depois de 24h em 
4◦C, as lâminas foram gentilmente retiradas da solução de lise. Após a lise as lâminas foram 
submetidas a uma corrente elétrica em cubas de eletroforese com tampão alcalino e neutro 
de eletroforese gelado (NaOH 300mM, EDTA 1mM, pH> 13 e Acetato de Sódio 3M, Tris 1M, 
pH 8,5).  
As lâminas ficaram submersas no tampão por 20 minutos (alcalino) e 1hora (neutro), 
para que ocorresse o desenovelamento do DNA. Após deu-se início aos procedimentos de 
eletroforese. Sendo as condições 25V, 300mA-0.95V/cm por 15 minutos (alcalino) e 14V, 12 
mA por 1 hora (neutro). Após a eletroforese, as lâminas foram delicadamente retiradas da 
cuba e colocadas em bandejas onde foi  e adicionado o tampão de neutralização (0.4MTris, 
pH 7,5). Após secas as lâminas foram fixadas e coradas com nitrato de prata de acordo com 
Nadin e colaboradores (2001). Para avaliação de danos no DNA, 100 células por indivíduo 
foram analisadas ao microscópio óptico de ampliação em 200×. Os nucleóides foram 
classificados visualmente de acordo com a intensidade da cauda. 
 
2.2 Análise Estatística 
 
Devido à exclusão da distribuição normal para alguns dados, as análises não-
paramétricas foram usadas para testar diferenças entre os grupos (Mann-Whitney test). As 
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 análises estatísticas foram realizadas utilizando o pacote estatístico SPSS 17.0 e p ≤ 0,05 foi 
considerado estatisticamente significante.  
 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
No presente trabalho, 93 sujeitos participaram do estudo: 43 sujeitos portadores de 
DPOC, de ambos os sexos e 50 sujeitos controles. Os dados clínicos da amostragem 
revelaram o correto emparelhamento entre casos e controles, atendendo os critérios de 
inclusão, bem como os resultados destas variáveis vêm ao encontro da literatura (TORRES; 
GODOY, 2004; ALMEIDA, 2001; BRACKE et al., 2006). Nas tabelas 1 e 2 estão descritas as 
características clinicas e a função pulmonar dos grupos estudados.  
 
Tabela 1 - Características Clínicas e História Tabágica dos Sujeitos.  
 
Características DPOC (n=43) Controles (n=50) 
Idade (anos) 65,79 63,76±9,42
Sexo (M/F) 26/17 27/23 
Cor da pele (branca/ não 
branca) 
38/5 49/1 
IMC (kg/m2) 25,17 ± 5,95 26,87 ± 3,90 




Cessação Tabagismo (anos)  4 (1-29) 10(1-41) 
Tipo de Cigarro (com filtro/ 
sem filtro/ outros) 
28/8/3 29/0/0 
Cigarros/ano (ex-fumantes)  7300 (2190-21900) 7300 (2190-14600) 
Os dados são apresentados como média ± DP e mediana (mínimo-máximo); (Teste de Mann-Whitney), 
IMC-Índice de Massa Corporal; #Fumante Corrente/ Não fumante/Ex-fumante.  
 
Embora a DPOC tenha sido considerada por muito tempo uma doença de homens 
caucasianos velhos, dados recentes mostram que nos EUA a mortalidade está subindo muito 
rapidamente entre as mulheres e os africano-americanos. Os caucasianos têm apresentado 
menor perda de função pulmonar, por maço fumado/ ano, sugerindo que as mulheres afro-
americanas são realmente mais suscetíveis aos efeitos nocivos do fumo em comparação a 
outros grupos de homens e mulheres. Bakos e colaboradores (2009) sugeriram que a 
ascendência européia como a italiana e a alemã, como é o caso deste estudo, parece ser um 
fator de risco a doenças pulmonares e melanomas na população da região sul do Brasil. 
Embora qualquer paciente acima de 40 anos corra o risco de desenvolver esta doença, 
os pacientes com idade avançada têm maior risco de complicações e aumento da 
morbidade. Além disso, a DPOC em pessoas idosas está associada com o estado de saúde 
deficiente, que não pode ser previsto pelo teste de função pulmonar (CAZZOLAA; DONNERB; 
HANANIAC, 2008).   
A carga tabágica mostrou-se superior nos portadores de DPOC quando comparados 
aos controles. Diversos autores propõem a existência de uma relação entre o tempo de 
tabagismo e a função pulmonar, mesmo esta não sendo obrigatória (TACK, 2009).  





Tabela 2 - Função Pulmonar e Histórico Breve dos Portadores de DPOC e Controles. 
 
 DPOC (n=43)  Controles (n=50) 
VEF1 (% predito) 46,47±19,73 85,98±11,78 
CVF (% predito)  63,14±19,07 90,35±12,54* 
VEF1/CVF(% predito) 67,93±20,40 105,44±70,98* 
DPOC Estadiamento# 8/12/13/10 - 




Doença Respiratória na Infância 
 (sim/não) 
10/33 10/40 
Comorbidades (sim/não) 29/14 37/13 
HAS 23 27 
Cardiopatias 9 2 
Diabetes 7 1 
Dados apresentados em media+desvio padrão e mediana (mínimo-máximo); VEF1, volume 
expiratório forçado no primeiro segundo; CVF, capacidade vital forçada; *p<0,05 (Mann- Whitney Test); 
#Leve/Moderado/ Severo/ Muito Severo (GOLD, 2009); HAS, hipertensão arterial sistêmica.  
 
A função pulmonar dos casos mostrou-se reduzida quando comparada aos controles, 
conforme previsto, e caracterizando um quadro de obstrução pulmonar. De acordo com o 
GOLD (2011), o estadiamento para os portadores de DPOC deste estudo variou entre Estádio 
II e V (Índice de Tiffenau < 70%; VEF1  ≥ 50% < 80%) considerado doença moderada, severa e 
muito severa. Durante o segundo (II) estádio da DPOC, doença moderada, a limitação do 
fluxo aéreo piora, com falta de ar ao esforço, tosse e expectoração (GOLD, 2011). É nessa 
fase que a maioria dos doentes procura o médico, devido ao agravamento da doença e dos 
sintomas respiratórios crônicos. O Consenso Brasileiro sobre DPOC alerta que, nesta fase, a 
redução da capacidade física e a dispnéia são muito atribuídas ao envelhecimento ou ao 
hábito sedentário, dificultando o diagnóstico da doença precocemente (OLIVEIRA, 2000; 
GOLD, 2011).  
Ambos os grupos apresentaram comorbidades entre elas as mais prevalentes foram a 
hipertensão arterial sistêmica (HAS), as cardiopatias e diabetes. A doença cardiovascular 
(DCV) e a DPOC também co-existem, sendo que a DCV pode estar presente em até 69% dos 
pacientes com DPOC e bem associada com aumento mortalidade (TACK, 2009). A fibrilação 
atrial também é prevalente na DPOC sendo que o tratamento com Varfarina reduz a 
mortalidade. Dados de um estudo longitudinal mostram que a ligação entre DPOC e a 
doença cardiovascular pode ser devido à inflamação local e sistêmica. Outra morbidade 
comum em pacientes com DPOC é a HAS por isso é necessário garantir que os pacientes em 
risco sejam identificados precocemente e comecem sua profilaxia (TACK, 2009). 
Os resultados referentes ao EC Alcalino (Figura 1) revelaram que portadores de DPOC 
apresentam dano no DNA significativamente maior, quando comparados aos controles, e 
estes resultados estão de acordo com a literatura. No estudo realizado por Ceylan e 
colaboradores (2006), o Índice de Dano foi significativamente mais alto nos portadores de 
DPOC de origem tabágica, em relação ao encontrado nos sujeitos controles. Da mesma 
forma, o trabalho realizado por Maluf e colaboradores (2007), também encontrou um maior 
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 índice de dano em casos de DPOC quando comparados. Em nosso estudo, observamos 
valores de índice de dano diferente dos demais estudos, fato este que pode ocorrer devido 
às condições laboratoriais e sensibilidade do ensaio, pois é extremamente sensível. 
Referente ao grande desvio padrão no índice de dano no DNA dos nossos resultados, a 
heterogeneidade da amostragem, a faixa etária e as comorbidades presentes podem ter 
inferido sobre estes dados em ambos os grupos. 
 
Figura 1 – Ensaio Cometa Versão alcalina (pH 10,0). Resultados do índice de danos no 
DNA entre casos e controles, apresentados em mediana (mínimo – máximo). Análise 




A frequência de danos e as mutações no DNA podem ser relacionadas com o hábito de 
fumar, pois o cigarro contém componentes químicos que contribuem para a citotoxidade e a 
carcinogênese. Estudos realizados com células pulmonares fetais expostas à fumaça de 
cigarro mostram, pelo teste cometa, que quanto maior a concentração da fumaça de cigarro, 
maior o dano nas células (KIM et al., 2004). 
Há vários fatores que podem ser relacionados ao dano no DNA, como o metabolismo 
anormal de células. Cerca de 2% a 5% do oxigênio usado para a formação de ATP 
transforma-se em radicais livres (RL), que podem causar danos em biomoléculas (AUGUSTO, 
2006). Diferentes componentes da fumaça de cigarro reagem e podem formar diretamente 
RL, enquanto as substâncias procarcinogênicas devem ser ativadas por um ou mais 
citocromos P450, produzindo quebras simples no DNA (REPINE et al., 1997). Modificações 
químicas ocorrem em todas as quatro bases do DNA, decorrentes da produção de 
oxiradicais, que podem quebrar o DNA e causar mutações e alterações carninogênicas 
(REPINE; BAST; LANKHORST, 1997). As quebras do tipo simples no DNA são os danos mais 
frequentes causados por EROs, que podem causar morte celular e a instabilidade genômica 
porém, o acúmulo de dano oxidativo e quebras do tipo simples no DNA podem ser a maior 
causa para a produção de quebras na dupla fita de DNA ( LAN et al., 2004). 
Também observamos um maior índice de dano do tipo lesões em quebras duplas 
(Figura 2), avaliada pelo ensaio cometa versão neutra, o que pode ser esperado na DPOC 









Figura 2 -  Ensaio Cometa Versão Neutra (pH 8,5). Resultados do índice de danos no 
DNA entre casos e controles, apresentados em mediana (mínimo-máximo). Análise 





A resposta das células a danos no DNA e sua capacidade de manutenção da 
estabilidade genômica de reparo de DNA são a chave molecular eventos de condução de 
iniciação e progressão do câncer de pulmão e outras doenças pulmonares, como a DPOC 
(TAKABATAKE et al., 2009). O estudo de Kiechle e Zhang (2002), realizado com portadores de 
câncer de pulmão, revelou que esta população tem uma elevada reparação no DNA o que 
diminui a morte celular por apoptose em células cancerosas. Esta relação entre reparo no 
DNA e apoptose mostrou que a eficiência elevada de reparo no DNA pode ser considerada 
um dos principais obstáculos da terapia anticâncer, com base na resistência do câncer a 
quimioterapia. É evidente que a variação individual na capacidade de limitar os danos de 
DNA de carcinógenos, exógenos e endógenos contribui para o risco de diversas doenças 
relacionadas ao estresse oxidativo (TAKABATAKE et al., 2009). 
Segundo Takabatake e colaboradores (2009), há evidências que distúrbio no balanço 
entre apoptose e regeneração de células estruturais pulmonares contribui para patogênese 
da DPOC. O incremento da apoptose em portadores de DPOC persiste mesmo após a 
cessação do tabagismo ocasionando um rápido declínio da função pulmonar, principalmente 
em pacientes mais velhos com DPOC em estágio avançado. Sendo assim, o potencial 
individual de suscetibilidade para o rápido declínio da função pulmonar em portadores de 





Os dados analisados até o momento revelam um incremento no índice de dano no 
DNA de portadores de DPOC, quando comparados a controles sem doença pulmonar, 
reforçando assim a necessidade de compreender os mecanismos pelos quais isso acontece 
no processo da doença. Este trabalho enfatiza a importancia do Ensaio Cometa para 
avaliação de danos no DNA de portadores de DPOC, bem como outras doenças relacionadas 
ao estresse oxidativo.  
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